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摘要 :易位子相关蛋白δ( translocon associated p rotein delta, TRAPD)是作为内质网膜蛋白参与细胞内信号序列
识别、新生肽链的修饰、转运通道的形成等过程。以虹鳟鱼 (O ncorhynchus m ykiss)为研究材料 , 采用 RT - PCR
和 RACE法分离和克隆虹鳟鱼 trapd基因 cDNA的全长序列 ( GenBank登录号 : FJ591154) ,序列全长 949 bp,其
中 5’端非翻译区 (UTR)长 109 bp, 3’端非翻译区 (UTR)长 336 bp,开放性阅读框 (ORF)长 504 bp,编码 167个
氨基酸 ,存在 1个跨膜区。虹鳟 TRAPD蛋白序列与斑马鱼、黑青斑河豚、大西洋鲑、斑点叉尾鮰、热带爪蟾、人
和小鼠等脊椎动物的同源性均在 80%左右 ,表明 trapd基因在进化过程中是高度保守的。
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　　Abstract: Translocon - associated - p rotein delta ( TRAPD) p lays a crucial role in physiological p rocesses
such as the recognition of signal sequence, the modification of nascent pep tide and the formaction of transloca2
tion channels. RT - PCR and RACE (Rap id Amp lification of cDNA Ends) methods were used for the isolation
of the whole cDNA of trapd gene ( GenBank accession number: FJ591154) from rainbow trout. Sequence a2
nalysis revealed a 949 bp cDNA containing the 109 bp 5’- UTR, 336bp 3’- UTR and 504 bp ORF encoding
167 am ino acids with a transmembrane region. The sequence alignment between rainbow trout and zebrafish,
fugu, salmon, catfish, frog, human and mouse exhibited about 80% identity rate of am ino acid. The result
indicated the trapd gene is highly conservative in the p rogress of evolution.
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　　虹鳟鱼隶属鲑形目 ,鲑科 ,鳟属 ,俗称鳟鱼 ,目前虹鳟的养殖已遍布世界各地 [ 1 ]。该鱼属冷水性鱼
类 ,具有肉味鲜美、食用价值高、生长迅速、饲料利用率高、人工繁殖简便易行等优点 ,已成为联合国粮农
组织向世界推广的产量高且品质优良的四大淡水养殖品种之一。
易位子相关蛋白 ( translocon associated p rotein, TRAP) 属于内质网 ( endop lasm ic reticulum, ER) 膜蛋
白 ,在新生多肽的共翻译与转运、信号序列的识别、新生肽链的修饰、转运通道的形成等生理过程中发挥
重要作用 [ 2～4 ]。TRAP是高等真核生物中普遍存在的一类膜蛋白 , 它以四聚体的形式存在于 ER 膜上 ,
分子大小约 100～150 kD ,由 4个亚基 ( TRAPα、TRAPβ、TRAPγ和 TRAPδ)组成 ,它们均为跨膜蛋白 ,其
中 TRAPα、TRAPβ、TRAPδ亚基跨膜各 1次 , TRAPγ亚基跨膜 4次 [ 5 ]。
易位子相关蛋白 ( TRAP)是由 W iedmann等 [ 6 ]发现的 ,由于其能够识别信号序列 ,又被称为信号序
列受体 ( signal sequence recep tor, SSR) ,它最早是通过光致交联实验发现的 ,它们在脊椎动物中是高度保
守的 [ 7 ]。许多动物的 TRAP的 4个亚基基因已经被克隆 [ 2, 8, 9 ] ,但 TRAP在内质网膜上的具体转运功能
仍然不是十分清楚 [ 10 ]。而且越来越多的证据表明 , TRAP与机体某些疾病的发生有密切联系 [ 8, 11 ]。
本研究克隆了虹鳟易位子相关蛋白δ基因 ( trapd或称为 SSR4)的 cDNA全长序列 ,分析其蛋白序




虹鳟鱼购自海产品集贸市场 , 运回后立即进行脑总 RNA抽提。
1. 2　试剂
Trizol Reagent购自 Invitrogen公司 ; T4DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶、克隆载体 pMD - T、RT - PCR
试剂盒为宝生物工程有限公司 ( TaKaRa)产品 ; 特异引物由 TaKaRa公司合成 ; mRNA 分离纯化系统
( PolyAT tract mRNA Isolation System)为 Promega公司产品 ; RACE试剂盒为 Invitrogen产品。
1. 3　总 RNA的提取
取虹鳟脑组织 ,采用 Trizol Reagent试剂盒 ,按说明书提取总 RNA,用琼脂糖凝胶电泳检测 RNA的
完整性。
1. 4　引物合成
从 NCB I的 GenBank 数据库中下载几种动物 trapd 基因的编码序列 ,大西洋鲑 ( Sa lm o sa lar,
AC I68230)、黑青斑河豚 ( Tetraodon n igrovirid is, CAG07447)、斑马鱼 (D anio rerio, AAH71553)、斑点叉尾
鮰 ( Icta lurus puncta tus, ABC75558)、热带爪蟾 (X enopus tropica lis, AA I66953) ,根据序列保守性 ,设计基因
保守区的 RT - PCR引物 P1 - F和 P1 - R,序列如下 :
P1 - F: 5’- ATCAACCATGATGACCAGAATAG - 3’;
P1 - R: 5’- GTGTAGTCCTTTATGCCTGGATG - 3’。
1. 5　虹鳟 trapd基因全长的 cDNA克隆
cDNA的合成按反转录 PCR扩增 (RT - PCR )试剂盒说明书步骤进行。获得的 RT - PCR产物片
段 ,使用 T载体克隆法克隆 PCR产物 ,阳性克隆送 Takara公司测序。测序结果在 NCB I序列数据库经
BLAST检索 , 确定所克隆序列为虹鳟鱼 trapd基因编码序列。根据对 RT - PCR 片段的序列测定结果 ,
合成 P2和 P3引物 ,分别用于克隆 cDNA的 5’和 3’端的序列 ,引物序列如下 :
P2: 5’- CCCTGTGATCTACATTGACAGAGA - 3’;
P3: 5’- TACAGCTCTCTACGCAAGGCCCAG - 3’。
5’RACE和 3’RACE具体步骤均按 GeneRacer Kit ( Invitrogen)的说明书操作 , PCR产物回收后经 T
载体克隆、测序 ,并与已克隆测序的 trapd基因编码区序列拼接 ,从而获得全长的 cDNA 序列。
1. 6　虹鳟 trapd基因编码蛋白质 ( TRAPD )基本理化性质分析
在线工具 ExPASy - ProtParam和 SeqFacts预测蛋白质的基本理化性质 ,利用 http: / /www. cbs. dtu.
dk / services/TMHMM - 2. 0 /进行蛋白质序列的跨膜区分析 ;利用 http: / /www. cbs. dtu. dk / services/SignalP /
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图 1　虹鳟 trapd cDNA片段
RT - PCR产物的琼脂糖电泳分析鉴定
Fig. 1　 Identification of the RT - PCR product of Oncorhynchus
m ykiss trapd cDNA fragment by DNA agrose gel electrophoresis
图 2　虹鳟 trapd cDNA 及其推导的氨基酸序列
Fig. 2　The cDNA and deduced am ino acid sequences of the rainbow trout trapd gene
　　注 : 3 表示终止密码子 , 3’端 Poly(A)信号 (AATAAA)用加粗字母表示。
进行蛋白质序列的信号肽分析 ; PSORT II ( http: / /
www. p sort. org / )进行蛋白质的亚细胞定位分析 ;利
用 B lastp ( http: / /www. ncbi. nlm. nih. gov/blastp )进






用 trapd基因保守区引物 P1 - F和 P1 - R, 通













在 500 bp 左右的 PCR 产
物 ,克隆测序发现 , 5’和
3’端序列与虹鳟 trapd基
因编码序列有重叠 , 为




列 (图 2) ,提交到 GenBank
获得登录号 : FJ591154。
2. 2　虹鳟 trapd基因编码
蛋白质 ( TRAPD )理化性质
虹鳟 trapd cDNA全长 949 bp,其中 5’端非翻译区 ( 5’UTR )长 109 bp, 3’端非翻译区 (3’UTR )长
336 bp,开放阅读框长 504 bp,编码 167个氨基酸。预测的蛋白质分子量为 18 kD,理论等电点 (p I)为 4. 88。
PSORT II亚细胞定位显示其位于内质网 , Signa lP预测无信号肽 ,通过 TMHMM - 2. 0软件分析可知 , 虹
鳟 TRAPD 具有 1个跨膜区 ,位于第 140～159位氨基酸。SeqFacts工具显示该蛋白存在 2个抗原位点 ,
氨基酸序列分别为 :“AAFLALVCLCTGE”( aa6 - 18 )和“VPTEVMAAL IGILVYYLAFSAKST” ( aa141 -
164)。
2. 3　TRAPD 蛋白质序列同源性分析
将虹鳟 TRAPD蛋白与大西洋鲑 (S. sa lar, AC I68230)、黑青斑河豚 ( T. n ig rovirid is, CAG07447)、斑
马鱼 (D. rerio, AAH71553)、斑点叉尾鮰 ( I. puncta tus, ABC75558)、热带爪蟾 (X. tropica lis, AA I66953) ,
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图 3　虹鳟与其他物种 TRAPD 蛋白序列同源性比较
Fig. 3　A lignment of rainbow trout TRAPD p rotein sequence with the other species
　　注 :物种名称缩写及其所代表的物种如下 : Dan (斑马鱼 , D. rerio) ; Ict (斑点叉尾鮰 , I. punctatus) ; Onc (虹鳟 , O.
m ykiss) ; Sal(大西洋鲑 , S. salar) ; Tet(黑青斑河豚 , T. nigrovirid is) ;Mus (小鼠 ,M. m uscu lus) ; Hom (人 , H. sapiens) ;
Xen (热带爪蟾 , X. tropicalis)、
图 4　TRAPD蛋白序列系统发育树
Fig. 4　Phylogenetic analysis of TRAPD p rotein sequences
　　注 : ★指示虹鳟鱼 ; Dan (斑马鱼 , D. rerio) ; Ict (斑点叉尾鮰 , I.
punctatus) ; Onc (虹鳟 , O. m ykiss) ; Sal (大西洋鲑 , S. sa lar) ; Tet (黑青斑
河豚 , T. n igrovirid is) ; Mus (小鼠 , M. m uscu lus) ; Hom (人 , H. sapi2
ens) ; Xen (热带爪蟾 , X. tropicalis)。
小鼠 (M. m uscu lus, AAH08172)和人 ( H. sapiens, EAW 72807)进行同源比较 ,发现其同源性分别为 :
97%、88%、82%、80%、77%、74%和 74%。将这些物种的 TRAPD的蛋白序列与本实验克隆出的虹鳟





胞质中是导致这些疾病的主要原因 ,但其分子机制有待进一步阐明 [ 8, 11 ]。
本研究采用同源克隆的方法 ,通过








析显然更具有生物学意义 [ 12 ]。虹鳟
TRAPD蛋白序列与其他物种 TRAPD蛋
白序列同源性均在 80%左右 ,提示 trapd
基因在进化过程中具有高保守性 [ 3 ]。
理化性质分析显示 TRAPD定位于内质网 , N端无信号肽 ,而具有 1个跨膜区说明 TRAPD蛋白是一个跨
膜蛋白 ,这些性质暗示其可能在细胞内的内质网膜上的执行转运功能。
构建系统发育树显示虹鳟 TRAPD 与鱼类中的大西洋鲑、黑青斑河豚、斑马鱼和斑点叉尾鮰依次具
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进入凝胶与 DNA结合 ,故染色时间更短。在凝胶溶液配制中 ,我们还加大了过硫酸铵的用量 ,可使聚合
过程产生更多的超氧自由基 ,加快凝胶聚合速度 ,这使得在低温环境 (如冬季 )开展 PAGE胶分析工作
的优点十分突出。在显色液中 ,我们提高了甲醛的用量 ,并采用强碱溶液 ,这样不仅增强了凝胶背景的透
明度 ,提高了读带的准确性 ,还显著缩短了显带的时间。在银染显带过程中 ,我们将操作时间缩短到 11 min,
比前人报道的方法时间更短。因此 ,改进方法不仅显著缩短了 PAGE胶分析时间 ,还提高了胶的分辨率。
改进的 PAGE凝胶制备和银染方法 ,简化了操作程序 ,缩短了操作时间 ,比常规方法节约 2 h。在大
规模分子标记分析的研究中 ,改进方法将对提高工作效率起到决定性作用。例如 ,采用常规方法构建一
张包含 100个 SSR标记的作物遗传图谱 (200单株的群体 ) ,按 1 d 2块胶计算 ,加上 PCR扩增及电泳时
间 ,约需要 1年时间完成。若采用改进方法 , 1 d可完成 6块胶的分析 ,半年便可完成框架图谱的构建。
此外 ,改进方法还节省了一些药品 (如亲和硅烷、剥离硅烷等 ) ,降低了实验成本。目前 ,根据此方法所
进行的黄瓜 SSR和 SNP标记的开发及遗传图谱的构建工作已经在我们实验室全面展开。
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